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はしがき
世界では毎日約16,000人の新しいHIV-1感染者が発生している｡治療
法の進歩は目覚ましいものの<　既に耐性ウイルスの感染を危倶する地域と､そ
の治療の恩恵さえ受けられない地域の格差は依然広がる一方であるが､いずれ
にしろ感染予防が焦眉の課題である｡感染の予防で最も効率的なものはワクチ
ンの開発であるが､現在抗HIVワクチン開発も困難を極めている｡その理由を
明らかにして､対策を講じるには感染機構の詳細な解呪が必須である｡そのた
めには､関与するウイルス蛋白の三次元構造の解明が重要な位置を占める｡
1983-4年にエイズの原因ウイルスとしてHIVが同定された直後に､細胞側受
容体としてCD4分子が同定された｡筆者が外側糖蛋白であるgp120の第3番目
の可変額域と反応する膜蛋白をsecond receptorとして仮想して研究を進めて
いた頃､時々CD4分子を研究室しているのですか?と邪心なく問われた経験が
あるはど第二の受容体はその実体が不明であった｡十数年以上にわたり世界中
のHIV研究者が競いあった結果､ 2番目の受容体はケモカイン受容体であるこ
とが明らかになった｡ケモカイン-ケモカイン受容体は多様であり､結合する
gp120の多様性とあいまって､研究者のロマンを誘い､好むと好まずにかかわ
らず､多数の研究者がこの領域に参集した｡しかしながら､ ligandと受容体が
多様であることは､かなりの暖昧性を利用した生命現象であり､この系を利用
した特異的な感染阻止物質が臨床でどの程度の成績を挙げるかを疑問視する向
きもある｡その様な事実を踏まえここではgp120が受容体に結合した後に生ず
るウイルスと細胞膜の融合の最終段階にかかわり立体構造変化するgp41に対
する液性免疫応答を検討し､その抑制の可能性について述べる｡
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HⅣ感染者の血清を用いたgp41の融合支
持構造を認識する抗体の特性化
服部俊夫
(東北大学大学院医学系研究科　内科病態学講座　感染病態学分野　教揺)
研究目的
HⅣのenvは細胞膜受容体への結合を担うgp120と融合を担う膜貫通糖蛋白(gp41)より
なる｡ (図1) gp41 aa 644-663のウイルス外ドメインには二つアルファへリックス領
域が存在し､当該ペプチドは融合を低濃度で抑制することが知られていた｡研究者らは
HIV-1に感染している小児患者20名について平均24.5ケ月の期間を置いて採取された
3回の血清中のDP107に対する抗体の陽性率はtimelでは85%､time2では80%､time3
では70%であった｡　また､抗DP107抗体価の平均値はtimelから2で39%､ time2
から3でさらに37%の低下した(timelから3では約60%) ｡ DP107はα-へリックス
構造を示すので､その抗体の低下が､活性化融合殻構造(山sion active core)に対する
抗体の低下と関連している可能性を抗体の作製を試みた｡またこの抗体の低下が活性化融
合殻構造(fusion active core)に対する抗体の低下と関連している可能性を検索するた
めに､本構造に対する抗体の特性について検討を加えた｡
研究方法
当該領域の研究で以前より融合阻止活性が強いことが知られているDP107: aa 553-590
とDP178: aa 638-673及び近年結晶化された活性化融合殻構造を構成するN36: aa
546-580とC34: aa 628-661と呼ばれるペプチドを合成した｡ (図2)これらのペプチ
ド単独とこれらのペプチドの混合物の円偏光二色性(CD)解析を行った｡ (図3)
N36およびC34の複合体を作製し､兎の背中の皮下または皮内にFCAとともに免疫し､
抗血清を得た｡得られたImmune ;eraを用い､ N36､ C34および複合体をplateにcoating
L､anti N36抗体､antiC34抗体の3種類の抗体を用いてELISAを行った｡またIIIB感
染H9細胞株にsoluble CD4を反応させ､その前後で抗体の反応性を確認した｡ H9/IIIBを
sCD4で5分､または30分処理したあと細胞表面ビオチン化し､lysateを作ってImmune sera
で免疫沈降を行った｡次にこれらのペプチド単独あるいはその複合体をELISA plateに
coating L､種々の抗体で反応性を確認した｡主に解析に使用したのはヒト型モノクロナ
ル抗体98.6と50169抗体で､前者の認識するエピトープは立体構造であるが､ aa 644-663
を含む領域を認識する｡またgp41のlinear epitope aa 7271732を認識するChessie 8や
V3を認識するCβ1をコントロールとして用いた｡これらの抗体を用い精製したウイルス
とHTLV-ⅠⅡB感染H9細胞溶解液を用いたWestemblotを行った｡ H9/ⅠⅡBをsCD4で5分､
■
または30分処理したあと細胞表面ビオチン化した後に溶解液を作ってこれらの抗体で免
疫沈降を行った｡
研究成果
円偏光二色性解析
DP107は208と222nmにピークを有する典型的なα-へリックス構造を示した｡一方､
DP178はランダム構造をしており､この2つのペプチドを生理条件下で混合すると､
DP107のα-へリックス構造が消失した｡これらより､二つのペプチドは相互的に反応す
るが､活性化融合殻としての構造をとらないことが明らかになった｡
そこで､結晶化に用いられたN36とC34を用いて同様の解析を行ったところ､これら二
つのペプチドは単独ではランダム構造であったが､複合体は強いα-へリックス構造を検
出できた｡これらよりN36とC34を混合することにより活性化融合殻構造をmimicで
きる構造が出現すると思われる｡ (図3)
EuSA
Anti N36､ C34抗体はそれぞれN36､ C34と強く反応した｡得られたimmune semmはN36/C34
複合体にも同様に強く反応した｡また98-6抗体はDP107のP178混合物とは余り強く反応
しなかったが､ N36/C34混合物に対しては､ C34単独よりも強く反応するようになった｡
(図･4)
Flow cytometer
9S-6は研究者らが最近活性化融合殻構造を認識するヒト型モノクロナル抗体であることを
明らかにした｡ 59-6は異なる領域の立体構造を認識する認識する抗体である｡ sCD4を
添加した後､ 2時間後の細胞膜表面を観察するとV3 loopの発現はむしろ低下し､ 50-69
と98-6発現の蛍光強度は著明に増強して､機能分子を認識する抗体であることが明らか
になった｡同じくsCD4で処理したH9/IIIBをImmune seraで染色し､ FACScanで解
析した｡ pre immune semmはsCD4処理前後で染色性に変化がなかった｡ Immune
serumではsCD4無添加でも若干染色されたが､添加によって蛍光強度が有意に増加し
た｡
免疫沈降
H9/ⅠⅡBをsCD4で5分､または30分処理したあと細胞膜表面をビオチン化し､ Immune
semmで免疫沈降した結果から､ ImmunesemmではsCD4処理の時間が長くなると120kD
付近の3量体に相当するバンドが強くなるのが確認された｡
考案
治療の進歩によりHIV感染の病態の改善は望まれるようになった｡しかしながら感染者
数の増加は世界的規模で続いている｡感染阻止を目指したワクチン開発の抗原は従来は
gp120に集中して研究が進められてきた｡しかしながら､この抗原により誘導されている
抗体には残念ながら患者の野生株を中和できる十分な抗体を誘導しない｡一方でgp41の
細胞外領域が結晶化されるにおよび融合の最終局面に関与するgp41の役割が益々クロー
ズアップされてきた｡ここでは合成ペプチドを用い､活性化融合殻構造を作製して､抗体
作製を試みた｡最近ではより立体構造を認識する可能性の高い､融合している細胞をフォ
ルマリン固定して､免疫する方法が有効であると報告されている｡今後様々な方法で融合
に伴う立体構造変化を認識できる抗体の作製を試みる予定である｡
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